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Resumo: Tephrosia cinerea (L.) Pers. (Fabaceae), conhecida popularmente como anil bravo, é amplamente utilizada na 
prática popular em infecções, inflamações, úlceras, afecções nervosas e diarréias. Com o objetivo de avaliar os constituintes 
químicos e atividade antioxidante de Tephrosia cinerea (L.) Pers., folhas da espécie foram coletadas no Horto Medicinal 
“Berta Langes de Morretes” da Universidade Federal do Maranhão; em seguida, foram secas, moídas e submetidas à ex-
tração com etanol a 70% por percolação, empregando as relações de hidromódulo (droga/solvente) 1:8 e 1:12; seguido da 
determinação de rendimento, análise qualitativa e semiquantitativa de constituintes químicos, quantificação de compostos 
fenólicos e avaliação in vitro da atividade antioxidante. A avaliação química indicou presença de ácidos orgânicos, compostos 
fenólicos, cumarinas, taninos condensados, triterpenos, flavonas, flavonóis e xantonas nos extratos hidroalcoólicos de folhas 
de Tephrosia cinerea. Na análise quantitativa de polifenóis e flavonoides, os extratos obtidos por percolação na relação de 
hidromódulo de 1:12 apresentaram resultados mais expressivos que os obtidos em hidromódulo de 1:8. Os resultados da ava-
liação da atividade antioxidante indicam que o extrato hidroalcóolico das folhas de Tephrosia cinerea obtido por percolação 
na relação de hidromódulo de 1:8 na concentração de 15 µg/mL foi mais representativo (52,27%); observando, ainda, que as 
amostras nas relações de hidromódulo empregadas nesse estudo, apresentaram uma inibição de radicais livres concentração-
dependente, com diferença significativa (p≤0,05) quando comparados aos extratos nas relações hidromódulo 1:8 e 1:12 nas 
concentrações 5, 10 e 15 µg/mL.
Descritores: Tephrosia cinérea; Análise Fitoquímica; Atividade Antiradical.
Abstract: Chemical study and evaluation of antioxidant activity of extracts of Tephrosia cinerea (l.) Pers. (Fabaceae).
Tephrosia cinerea (L.) Pers. (Fabaceae), knowed as anil brave, is widely used in popular practice in infections, inflamma-
tions, ulcers, nervous disorders and diarrhea. With the goal to evaluate the chemical constituents and the antioxidant activity 
of Tephrosia cinerea (L.) Pers., leaves of the species were collected in the Medicinal Garden “Berta Langes de Morretes” of 
Federal University of Maranhão; after this, it was dried, then were dried and subjected to extraction with 70% ethanol by per-
colation, using the relations of hydromodule (drug/solvent) 1:8 e 1:12; followed by the determination of income, qualitative 
and semiquantitative analysis of chemical constituents, quantification of phenolic compounds and in vitro evaluation of anti-
oxidant activity. The chemical evaluation indicated the presence of organic acids, phenolic compounds, coumarins, tannins, 
triterpenes, flavones, flavonols and xanthones in hydroalcoholic extracts of leaves of Tephrosia cinerea. In the quantitative 
analysis of flavonoids and polyphenols, the extracts obtained by percolation in the ratio of 1:12 hydromodule showed more 
significant results than those obtained in a 1:8 hydromodule. The results of the antioxidant activity evaluation indicate that 
the hydroalcoholic extract of Tephrosia cinerea leaves obtained by percolation in hydromodule ratio of 1:8 at a concentration 
of 15 µg/mL was the most representative (52.27%), noting also that samples in the relations of hydromodule employed in this 
study showed an inhibition of free radical concentration-dependent, with significant difference (p ≤ 0.05) when  the extracts 
in  relations hydromodule 1:8 and 1:12 are compared on concentrations 5, 10 and 15 µg/mL.
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1 Acadêmica do Curso de Medicina/CCBS/UFMA.
2 Professora Doutora do Departamento de Farmácia/CCBS/UFMA.
3 Doutorando Programa RENORBIO/CCBS/UFMA.
4 Mestrando Programa de Ciências da Saúde//CCBS/UFMA.
INTRODUÇÃO
Como um processo natural de manutenção 
da vida, a respiração celular é responsável pela 
produção de energia, que se encontra associada 
à produção de radicais específicos de oxigênio 
(EROs)1. Através de mecanismos fisiológicos, o 
corpo humano regula a produção de radicais livres 
e também sua inativação através de antioxidantes 
endógenos, como a glutationa peroxidase, catalase 
e superóxido dismutase1,2,3.
No entanto, o aumento excessivo de EROs 
pode levar ao estresse oxidativo, decorrente do dese-
quilíbrio entre formação e neutralização desses4,5,6.
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Isso se dá tanto pela produção de radicais endó-
genos, gerados por processos como inflamação, 
estresse mental, exercícios físicos excessivos, is-
quemia, infecção, câncer e idade avançada, além 
dos radicais de origem exógena, resultantes da 
poluição do ar e da água, tabagismo, alcoolismo, 
metais pesados e de transição, solventes indus-
triais e radiação4. Os danos decorrentes da alta 
concentração de EROs no organismo são relacio-
nados, principalmente, a peroxidação dos lipídeos 
de membrana e agressão as proteínas dos tecidos e 
das membranas, as enzimas, carboidratos e DNA7, 
participando da patogênese de doenças como cân-
cer, doenças cardiovasculares, aterosclerose, hi-
pertensão, diabetes mellitus, doenças neurodege-
nerativas, artrite reumatóide entre outras1,4,8.
Halliwell9 (1995) define antioxidante como 
qualquer substância que, quando presente em bai-
xa concentração comparada ao substrato oxidável, 
regenera o substrato ou previne significativamen-
te a oxidação do mesmo. Além disso, os radicais 
formados a partir de antioxidantes não são reati-
vos para propagar a reação em cadeia, sendo neu-
tralizados por reação com outro radical, forman-
do produtos estáveis ou podem ser reciclados por 
outro antioxidante1,10. Com base na observação da 
atividade antioxidante de substâncias provenien-
tes da dieta o α-tocoferol (vitamina-E), β-caroteno 
(pro-vitamina-A), ácido ascórbico (vitamina-C) e 
compostos fenólicos onde se destacam os flavo-
noides e poliflavonoides1,3,9,11, a busca de novas 
substâncias fitoquímicas com potencial antioxi-
dante tem sido estimulada.
O gênero Tephrosia, família Fabaceae, pos-
sui cerca de 300 espécies que são largamente dis-
tribuídas pelo mundo, com destaque para as regi-
ões tropicais e subtropicais12. Estudos demonstram 
que espécies do gênero Tephrosia possuem amplo 
emprego popular com uso terapêutico em desor-
dens inflamatórias13,14 e doenças que afetam os 
rins, fígado, baço, coração e sangue15. Atividades 
inseticida, pesticida, antihelmíntica, anticanceríge-
na, antiúlcera e anti-Leishmania para espécies do 
gênero foram descritas16,17,18.
Chinniah19 et al. (2009) demonstraram 
que frações apolares de Tephrosia purpurea 
(Linn.) Pers. possui potencial terapêutico contra 
Helicobacter pylori. Compostos isolados de 
Tephrosia pumila (Lamk.) Persoon exibiram 
atividade antiprotozoária significante contra 
Trypanossoma brucei rhodensiense, Trypanossoma 
cruzi e Leishmania donovani20 e extratos obtidos 
de raízes de Tephrosia toxicaria Pers. apresentaram 
atividade contra larvas de Aedes aegypti21.
A identificação de flavonoides em diferentes 
espécies do gênero Tephrosia22,33, 24, 25, 26 e atividade 
antioxidante atribuída a tais metabólitos1,3,27,28 sur-
gem como estímulo para a investigação de cons-
tituintes químicos e avaliação da atividade antio-
xidante.de Tephrosia cinerea, espécie de grande 
ocorrência na região e amplo emprego na prática 
popular, porém com poucos estudos de validação.
MATERIAL E MÉTODOS
Material vegetal
Folhas de Tephrosia cinerea foram obti-
das por coleta manual no Horto Medicinal “Ber-
ta Langes de Morretes” da Universidade Federal 
do Maranhão, no bairro Bacanga, município de 
São Luís, estado do Maranhão, nos meses de se-
tembro e outubro do ano de dois mil e dez, segun-
do as determinações estabelecidas na literatura 
especializada29,30,31,32. A identificação botânica foi 
realizada no Herbário “Ático Seabra” da Univer-
sidade Federal do Maranhão, onde a exsicata está 
depositada sob número 1256/ SLS017213.
Preparação dos extratos vegetais
 O material vegetal foi seco em estufa com 
circulação de ar, em temperatura limite máxima de 
38ºC. Após a secagem, as amostras foram trituradas 
em moinho de facas, submetidas à determinação da 
granulometria segundo as determinações da Farma-
copéia Brasileira33 (2010). Os extratos brutos hidro-
alcoólicos das folhas de Tephrosia cinerea foram 
obtidos a partir de amostra de 25 g de folhas secas e 
fragmentadas, as quais foram submetidas à extração 
com emprego de etanol a 70%; pelo método a frio 
de percolação; empregando as relações de hidro-
módulo (droga/solvente) 1:8 e 1:12. Após período 
de 03 (três) dias, as soluções extrativas foram, em 
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separado, filtradas. Parte das soluções extrativas foi 
reservada para prospecção fitoquímica e o restante 
submetida a concentração sob pressão reduzida em 
rotaevaporador; acondicionadas em frascos apro-
priados e mantidas em refrigeração para posterior 
análises. Todos os extratos obtidos foram submeti-
dos à determinação do rendimento31,33,34.
Avaliação qualitativa e semi-quantitativa dos 
constituintes químicos
Os extratos hidroalcoólicos das folhas de 
Tephrosia cinerea foram submetidos a métodos de 
avaliação qualitativos e semi-quantitativos dos cons-
tituintes químicos, sendo realizados testes para ácidos 
orgânicos, alcaloides, compostos fenólicos, saponi-
nas, taninos condensados, taninos hidrolisáveis, es-
teroides, triterpenos antocianinas, antocianidinas, fla-
vonas, flavonóis, xantonas, chalconas, flavononóis, 
leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas31,35,36.
Quantificação dos polifenólicos totais 
A concentração dos polifenóis totais foi de-
terminada utilizando reagente de Folin-Ciocalteau 
e carbonato de sódio a 20%, usando espectrofo-
tômetro UV-Vis (Lambda 35, Perkin Elmer) a 
760nm. Concentrações de ácido gálico (Merck) 
foram usadas como padrões37,38,39.
Quantificação do teor de flavonoides totais
A concentração de flavonoides totais foi de-
terminada utilizando o método colorimétrico com 
solução metanólica de cloreto de alumínio (AlCl3), 
usando espectrofotômetro UV-Vis (Lambda 35, 
Perkin Elmer) a 425 nm. Concentrações de quer-
cetina (Merck) foram usadas como padrões37,38,39.
Avaliação de atividade antioxidante 
A avaliação da atividade antioxidante foi re-
alizada pelo método fotocolorimétrico in vitro do 
radical livre estável 1,1-difenil-2-picril-hidrazil 
(DPPH)40,41,com modificações. As amostras foram 
preparadas a partir da solução dos extratos hidroal-
coólicos das folhas de Tephrosia cinerea com con-
centração de 500 μg/mL. As diluições foram reali-
zadas em concentrações de 1, 5, 10, 15 μg/mL.  A 
cada diluição preparada foi adicionado 3,5 mL da 
solução de DPPH (40 μg/mL em metanol) a 0,5 
mL de soluções dos extratos diluídos em metanol. 
O controle negativo foi preparado com 3,5 mL de 
DPPH e 0,5 mL de metanol. Como controle po-
sitivo foi utilizado solução padronizada de ácido 
ascórbico que possui alta capacidade antioxidante.
A solução de DPPH possui uma coloração 
roxa intensa e a ação antioxidante do extrato 
pode ser visualizada pela progressiva perda de 
coloração da solução, ao final do qual a mesma 
torna-se amarelada. Trinta minutos após a adição 
de DPPH às amostras, foi realizada a leitura 
em espectrofotômetro de UV-Vis em 517nm. 
O decréscimo nos valores de densidade ótica 
das amostras foi correlacionado ao controle e 
estabelecida a percentagem de descoloração do 
radical DPPH, expressa pela equação: %Inibição 
= [(Absorbância do controle – Absorbância da 
amostra) / Absorbância do controle] X 100.
Análise estatística
Os teores de compostos fenólicos foram ex-
pressos como média ± desvio padrão e analisados 
empregando teste t-Student não pareado, onde os 
valores de p<0,05 foram considerados significan-
tes. Na atividade antioxidante os resultados tam-
bém são expressos como média ± desvio padrão, 
com eficiência anti-radical estabelecida utilizando 
análise de regressão linear no intervalo de confian-
ça de 95% (p<0,05). Os resultados são representa-
dos pelo valor da CE50, concentração efetiva 50%, 
ou seja, concentração da amostra necessária para 
seqüestrar 50% dos radicais DPPH e avaliados em-
pregando análise de variância (ANOVA) one-way, 
seguidos do teste de Turkey, onde os valores de 
p<0,05 foram considerados significantes. Todos os 
dados foram analisados pelo Programa GraphPad 
Prism versão 5.0. 
RESULTADOS
Avaliação qualitativa e semi-quantitativa dos 
constituintes químicos nos extratos hidroalcoó-
licos de Tephrosia cinerea
 Os resultados dos ensaios qualitativos e 
semi-quantitativos dos constituintes químicos nos 
extratos hidroalcoólicos das folhas de Tephrosia 
cinerea encontram-se demonstrados na tabela 1.
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Tabela 1-Avaliação qualitativa e semi-quantitativa dos cons-
tituintes químicos nos extratos hidroalcoólicos das 
folhas de Tephrosia cinerea (L.) Pers. obtidos por 
percolação com diferentes relações de hidromódulo
Metabólitos Secundários
Extratos Hidroalcoólicos/
Relações de Hidromódulos *
1:8 1:12
ácidos orgânicos ++ ++
alcaloides - -
compostos fenólicos +++ +++
cumarinas +++ +++
resinas - -
saponinas - -
taninos condensados +++ +++
taninos hidrolisáveis - -
esteroides - -
triterpenos + ++
antocianinas, antocianidinas - -
flavonas, flavonóis e xantonas +++ +++
chalconas - -
flavononóis - -
leucoantocianidinas - -
catequinas - -
flavononas - -
Teor dos polifenóis e flavonoides dos extratos 
hidroalcoólicos de Tephrosia cinerea
Os extratos obtidos por percolação na rela-
ção de hidromódulo 1:12 apresentaram resultados 
mais expressivos nas concentrações de polifenóis 
e flavonoides, quando comparados aos extratos na 
relação hidromódulo 1:8, mostrando diferença sig-
nificativa (p<0,001) (tabela 2).
Tabela 2-Teste de avaliação quantitativa de compostos fe-
nólicos nos extratos hidroalcoólicos das folhas de 
Tephrosia cinerea (L.) Pers. obtidos por percolação 
com diferentes relações de hidromódulo.
Extratos Hidroalcoólicos/
Relações de Hidromódulos
Concentração (mg/mL)*
Polifenoís Flavonoides
EBHTc 1:8 8,081 ± 0,955 4,9818 ± 0,102
EBHTc 1:12 10,574 ± 0,366 5,7849 ± 0,067
*Resultados expressos como média dos ensaios de avaliação quantitativa 
de compostos fenólicos realizados em triplicata nos extratos bruto hidroal-
caoólicos das folhas de Tephrosia cinerea (EBHTc) obtidos por percolação 
com hidromódulo 1:8 (EBHTc 1:8) e  percolação com hidromódulo 1:12 
(EBHTc 1:12).
Atividade antioxidante dos extratos 
hidroalcoólicos de Tephrosia cinerea 
Os resultados da avaliação da atividade an-
tioxidante (figura 1) indicam que o extrato hidro-
alcóolico das folhas de Tephrosia cinerea obtido 
por percolação na relação de hidromódulo de 1:8 
na concentração de 15 µg/mL foi o mais represen-
tativo dentre os extratos tesados, com 52,27% de 
inibição. Observamos, ainda, que as amostras nas 
relações de hidromódulo empregadas nesse estu-
do apresentaram uma inibição de radicais livres 
concentração-dependente, evidenciada diferença 
significativa (p≤0,05) quando se compara os extra-
tos nas relações hidromódulo 1:8 e 1:12 nas con-
centrações 5, 10 e 15 µg/mL. Os valores médios 
de concentração das amostras que causam 50% de 
inibição do radical DPPH (CE50) estão representa-
dos na tabela 3.
Figura 1-Atividade antioxidante (%) dos extratos hidroalco-
ólicos das folhas de Tephrosia cinera (L.) Pers. Ob-
tidospor percolação com hidromódulo 1:8 (EBHTc 
1:8) e 1:12 (EBHTc 1:12), nas concentrações de 1, 
5, 10 e 15 µg/mL, avaliados pelo método fotocolo-
rimétrico in vitro do radical livre 2,2-diphenyl-1-
picryllhydrazyl (DPPH). Os ensaios foram feitos em 
triplicata. Os dados representam a média ± desvio 
padrão. 
 *p≤0,05 em relação ao EBHTc 1:12.
Tabela 3-Atividade antioxidante expressa em valor de CE50 
nos extratos hidroalcoólicos das folhas de Tephrosia 
cinerea (L.) Pers. obtidos por percolação com dife-
rentes relações de hidromódulo.
Extratos Hidroalcoólicos/Relações de 
Hidromódulos CE50 (µg/mL)
EBHTc 1:8 13,63
  EBHTc 1:12 29,8
DISCUSSÃO
 Análises químicas de extratos de Tephrosia 
cinerea têm identificado flavonoides: flemichappa-
rina-B, isolonchocarpina, anidrolanceolatina-A, 
rutina42; lanceolatina B e pongamol43. A presença 
de flavonas e flavononóis44,45; chalconas12,16,45,46,47; 
rotenoides16,47 e flavonoides prenilados45 em estu-
dos desenvolvidos com Tephrosia purpurea tem 
sido demonstrada. Parmar48 et al. (2010) confirmam 
presença de taninos, flavonoides, terpenos, antra-
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quinonas e alcalóides em extratos de T. purpurea. 
Estes resultados são compatíveis aos obtidos neste 
estudo em espécie do mesmo gênero, comprovan-
do-se a presença de substancias como cumarinas, 
taninos condensados, triterpenos, flavonas, flavo-
nóis, xantonas e compostos fenólicos em todos os 
extratos hidroalcoólicos avaliados; sendo constata-
do, ainda, a presença de ácidos orgânicos. 
Na obtenção de soluções extrativas, vários 
fatores podem influenciar tais como a natureza e 
quantidade do solvente, estado de divisão da droga, 
agitação, tempo, temperatura, entre outros49. Nes-
se estudo, ao avaliarmos a influência da relação de 
hidromódulo (relação droga:solvente) na extração 
de constituintes químicos de Tephrosia cinerea, foi 
constatado que, em maior relação de hidromódulo, 
houve uma maior extração de substâncias ativas, 
demonstrada pela maior concentração de polife-
nóis e flavonoides nos extratos com hidromódulo 
de 1:12 quando comparados a 1:8, com diferença 
significativa, o que pode ser justificado por maior 
quantitativo de solvente ofertado ao sistema extra-
tivo, favorecendo os fenômenos da extração.
Em relação à quantificação de polifenóis e fla-
vonoides, foi constatada menor quantidade de extração 
desses compostos dos extratos de Tephrosia cinerea, 
quando comparados com dados da literatura50,51,52,53, 
que demonstram concentrações de compostos fe-
nólicos de até 763 mg/g51. Variação qualitativa e/
ou quantitativa de constituintes químicos pode ser 
relacionada a diversos fatores entre os quais a sa-
zonalidade, índice pluviométrico, ritmo circadiano, 
temperatura, altitude, idade e desenvolvimento da 
espécie, radiação ultravioleta, nutrientes, poluição 
atmosférica e ação de patógenos54.
Estudos têm evidenciado atividade antioxidan-
te significativa em Tephrosia purpurea, Tephrosia 
egregia e Tephrosia cinerea43,55,56,57. Arriaga43 et 
al. (2007) demonstraram capacidade de captura de 
40,97% de extratos de raízes de Tephrosia cinerea, 
em extratos na concentração de 1 mg/mL, o que ratifica 
a atividade antioxidante encontrada em nosso estudo.
No entanto, a observação de alta atividade 
antioxidante com baixas concentrações de com-
postos fenólicos e flavonoides levanta a hipótese 
de que outros constituintes químicos, não mensura-
dos nesse estudo, possam interferir positivamente 
na atividade antioxidante dos extratos estudados. 
Nesse sentido, estudo de Kähkönen58 (1999) com-
prova forte atividade antioxidante em extratos de 
Malus sp (maçã) com baixa concentração de com-
postos fenólicos (<12,1 mg/g).
Em estudo de Mendez59 et al. (2011) foi de-
monstrada redução nos teores de flavonoides totais 
do extrato seco quando comparado a solução ex-
trativa, indicando que o processo de secagem do 
extrato pode influenciar na concentração de tais 
constituintes. Li60 et al. (1991) comprovam que a 
quantificação dos flavonoides em espécies vegetais 
está sujeita a variação no seu conteúdo que pode 
ser devido à época da colheita, local de cultivo, 
parte da planta utilizada ou metodologia de análise 
empregada.
Logo, vale enfatizar que a síntese de metabó-
litos secundários é resultante da interação da plan-
ta com o ambiente, sofrendo influência de diversos 
fatores30,54,61,62,33,64; podemos inferir que a variação 
de composição química quantitativa de flavonoi-
des na amostra vegetal em estudo pode estar rela-
cionada aos fatores extrínsecos que influenciam o 
crescimento e desenvolvimento de espécies vege-
tais. Tornando, assim, necessário continuidade dos 
estudos com Tephrosia cinerea (L.) Pers., especial-
mente com material vegetal coletado em diferen-
tes períodos, locais, idade e estágio de desenvol-
vimento, visando contribuição efetiva nos estudos 
de padronização  dos extratos em busca de novas 
alternativas terapêuticas.   
CONCLUSÕES
Os estudos realizados com extratos hidro-
alcoólicos das folhas de Tephrosia cinerea obti-
dos por procedimento extrativo de percolação, 
com variação da relação de hidromódulo (1:8 
e 1:12), demonstraram que o extrato obtido na 
maior proporção de solvente apresentou maiores 
concentrações de polifenóis e flavonoides; no 
entanto, o extrato com relação de hidromódulo 
1:8 mostrou atividade antioxidante mais inten-
sa. Comprovando, assim, que hidromódulo re-
presenta variável que influencia na obtenção dos 
extratos da espécie em estudo.
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